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摘要：采用高效液相色谱-大气压化学电离质谱（HPLC-APCI-MS）联用技术，建立了茶叶中茶氨酸的含量测
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Abstract: HPLC coupled online with atmospheric pressure chemical ionization MS technique was developed for the 
qualitative and quantitative determination of theanine in tea. The theanine and other compounds in the tea extract 
were separated on an Alltima C8 column with methanol and water (10:90 v/v) as mobile phase, with flow rate of 0.6 
ml/min and APCI-MS SIM m/z 175.1 detection. In the positive APCI mode, sensitive and stable MS signal could be 
obtained by APCI-MS (SIM m/z 175.1) detection, and the APCI-MS conditions were also optimized by orthogonal 
design. The results indicated that HPLC-APCI-MS method was simple, sensitive and reliable for the determination of 
theanine in tea. It was important that the detection sensitivity was improved greatly by APCI-MS than UV. Eight tea 
samples from Fujian province were analysed using the established methods. 
Keywords: tea, theanine, HPLC-APCI-MS, SIM mode, orthogonal experiment 
 
 



































1100 型高效液相色谱仪，配有 DAD 检测
器、自动进样器等(美国 Agilent 公司)；大气
压化学电离源，单四极杆质谱仪(美国 Agilent
公司)，Alltech C8 色谱柱(5 µm，4.6 mm×250 
mm) ， Zorbax Bonus-RP C18 色 谱 柱 (4.6 
mm×250 mm，5 µm，Agilent)，Milli-Q 超纯水





准确称取 0.5 g 茶叶于 100 ml 锥形瓶中，
加入 50 ml 超纯水，在 90℃水浴锅中加热 10 
min，取出后放置至室温，用定性滤纸过滤除
去茶渣，取滤液过 0.45 µm 水相滤膜，待测。 
准确称取 20.6 mg 茶氨酸(L-theanine)标准
品于 10 ml 棕色容量瓶中，加超纯水溶解，定
容至刻度，得质量浓度为 2.06 g/L 的标准储备
液。分别移取一定体积的储备液于 10 ml 容量
瓶中，用水稀释定容，配制成系列标准溶液。 
1.3 色谱与质谱条件 
Alltech C8 色谱柱 (5  µm， 4.6  mm×250 
mm)，流动相 10%的甲醇水溶液，等度洗脱，
流速为 0.6 ml/min，进样量 20 µl，紫外检测波




为 300℃，毛细管电压 3 000 V，电晕放电电流







考察了茶氨酸在 C8 及 C18 柱上的分离情况，
由于茶氨酸的极性较大，在反相柱上的保留时
间较短，在 C18 柱上尤其明显，当流速为 0.6 















在 6.5 min 左右，且能与茶叶中其它物质完全
分开。 
 







的 分 子 质 量 为 174.1 ， 结 构 式 为
HOOCCHNH2(CH2)2CONHCH2CH3 ， 从 图 2
（A）可以看到，m/z 175.1 的峰为茶氨酸的准
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图 1 C18柱（A）和 C8（B）柱对茶氨酸分离的影响 








































































图 2 茶氨酸质谱图 
Fig. 2 Mass spectra of theanine 
注：（A）正离子模式，（B）负离子模式。Note：(A)in positive mode, (B) in negative mode.













别为 3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、6.0 L/min 和 7.0 
L/min 时对质谱响应信号的影响，结果表明，







































































































雾化压力 (Nebulizer Pressure (psi) ) 
B




图 3 不同 APCI-MS 参数对测定灵敏度的影响 
Fig. 3 Effects of different APCI-MS instrument parameters on the detection sensitivity 
注：A：裂解电压；B:雾化压力；C：雾化室温度；D：毛细管电压。  
Note: A: Fragmentor; B: Nebulizer Pressure; C: Vaporizer Temperature; D: Capillary Voltage.) 



















为 3.0 L/min，雾化压力为 1.38×105 Pa，雾化
器温度为 300℃，毛细管电压为 3 000 V。为
验证 A1B1C1D2 组合的正确性，按此组合做 6 
 
次重复实验，结果表明，同浓度的茶氨酸标准
















的线性回归方程和线性范围见表 2。从表 2 可 
表 1 正交实验设计表与结果 










Capillary voltage  
峰面积  
Peak area 
1 1 1 1 1 228733 
2 1 2 2 2 182435 
3 1 3 3 3 110859 
4 2 1 2 3 173942 
5 2 2 3 1 160302 
6 2 3 1 2 164908 
7 3 1 3 2 170209 
8 3 2 1 3 174827 
9 3 3 2 1 119218 
K1 522027 572885 568469 508253  
K2 499152 517564 475594 517552  
K3 464254 394985 441371 459628  
k1 174009 190962 189490 169418  
k2 166384 172521 158531 172517  
k3 154751 131662 147124 153209  
R 19258 59300 42366 19308  
优水平  
(Optimal level) 
A1 B1 C1 D2  
注：K1、K2、K3 为水平值总和，k1、k2、k3 为水平均值，R 为极值。  
Note: K1、K2、K3 is summation of level value, k1、k2、k3 is level value, R is extreme value. 









倍信噪比计算检出限。紫外 210 nm 检测茶氨
酸的检出限为 2.1×10-9 g，大气压化学电离质
谱 SIM 模式检测茶氨酸的检出限为 2.0×10-14 
g，可知采用 APCI-MS 测定茶氨酸检测的灵敏
度提高了 5 个数量级。 
2.6 方法学考察 
2.6.1 精密度 
取浓度为 20.6 mg/L 的茶氨酸标准溶液，
重复进样 6 次，记录各次的峰面积和保留时
间，计算其峰面积的 RSD 值，两种检测器测
得的结果 RSD 值均小于 2.36%，保留时间的





相对标准偏差，UV 检测器峰面积的 RSD 值为
2.3%，APCI-MS 检测器峰面积的 RSD 值为







RSD 为 5.57%，表明本方法的回收率较高。 
2.7 茶叶样品中茶氨酸的含量测定 
采用建立的 HPLC-APCI-MS 对 8 个福建
绿茶样品中茶氨酸含量进行了测定，并采用紫
外检测器进行了对比，结果见表 3。由表 3 可
知，APCI-MS 对茶氨酸的定量结果与 UV 的
结果相当，在实际样品测定中，APCI-MS 则
可用于痕量茶氨酸的检测。从表 3 中 4 个春茶































茶氨酸  Theanin 
时间  Time (min) 
图 4 茶氨酸标准品色谱图和茶叶样品色谱及质谱总离子流图 
Fig. 4 Chromatogram of theanine standard, tea sample and MS total ion chromatogram of tea sample 
注：（A）茶氨酸标准品色谱图，（B）绿茶样品色谱图，（C）绿茶样品质谱总离子流图。  
Note: (A) HPLC-UV chromatogram of theanine standard, (B) HPLC-UV chromatogram of green tea sample, (C) MS total ion
chromatogram (TIC) of green tea sample. 
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和 4 个秋茶样品的茶氨酸测定结果可知，春茶 中茶氨酸的含量普遍比秋茶高。 
 
表 2 不同方法检测茶氨酸的线性回归方程及线性范围 
Table 2 Calibration curve, linear range of theanine determined by HPLC-UV and HPLC-APCI-MS assay 
检测器  Detector 线性回归方程  Linear regression equation R2 线性范围  Linear range 
UV Y＝12.163X＋49.961 0.9990  0.02~103 µg 
APCI-MS Y＝124137X-10565 0.9998  0.02 ng ~4 µg 
 
表 3 茶叶样品中茶氨酸含量测定结果 
Table 3 Contents of theanine in different tea samples from Fujian province (n=3) 
茶氨酸含量(%) 
Content of theanine 
茶氨酸含量(%) 










1 2.12 1.1 2.07 2.0 
2 1.38 2.0 1.33 3.4 
3 1.07 2.2 1.09 3.5 
春茶  Spring tea 
4 1.27 0.9 1.15 6.2 
1 0.45 1.0 0.46 4.4 
2 0.84 1.3 0.88 4.6 
3 0.46 2.9 0.50 5.0 
秋茶  Autumn tea 
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